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ارزيابي و مقايسه ميزان ايمني زايي پروتئين هاي نوتركيب زير واحد اتصالي 
  A  و بوتولينيوم تايپ كلي اشريشياتوكسين هاي 
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 :مقدمه

 اشيرشياكليباكتريايي رايج ترين عامل اسهال 
  )Enterotoxigenic Escherichia coli = ETEC(  انتروتوكسيژنيك

اين باكتري بعد از روتا ويروس، به عنوان عامل . )1( است
دوم مرگ ومير كودكان در كشورهاي در حال توسعه 

هاي اپيتليالي   در سلولپس از استقرار ETEC. )1،2( است
 روده و كلونيزاسيون، با ترشح انتروتوكسين حساس به حرارت

(Letal toxin = LT)  و يا انتروتوكسين مقاوم به حرارت

ترين  از اين رو يكي از مهم. )3( شود موجب بيماريزايي مي
 است كه به عنوان LT عوامل حدت زاي اين باكتري
اين توكسين . )2‐5( باشد كانديداي واكسن نيز مطرح مي

 (Letal toxin A = LTA) واحد سنگين يك زير متشكل از
 .است (Letal toxin B = LTB) واحد سبك  و يك زير

دالتون، خاصيت   كيلو27با وزن  LTAواحد  زير
واحد  اما زير. آنزيمي داشته و جزء سمي توكسين است

 :چكيده
يشياكلي انتروتوكسيژنيك ترين عامل بيماري اسهال، باكتري اشر در ميان عوامل باكتريايي، شايع :زمينه و هدف

 نيز عامل كلستريديوم بوتولينوم.  سم اين باكتري قادر به ايجاد مصونيتي شش ماهه استLTBواحد  زير. است
 سم آن مي تواند تا دو سال در برابر اين بيماري BoNT/A-Hcواحد  بيماري كشنده بوتوليسم مي باشد و زير

تواند از عواملي  كنند، مي واحدهاي نوتركيب ايجاد مي  يك از اين زيرميزان ايمني زايي كه هر. مصونيت ايجاد كند
هدف از اين مطالعه بررسي و مقايسه ميزان . ثيرگذار باشدأباشد كه در به وجود آمدن مصونيتي با ماندگاري متفاوت ت

  .دو بدر موش آزمايشگاهي BONT/A-Hc و LTBتوليد آنتي بادي ناشي از استفاده از دو پروتئين 
استفاده pET28a  تراريخت شده با وكتور Bl21DE3  E. Coliز باكتري در اين مطالعه تجربي ا :روش بررسي

 BONT/A-Hc اشريشياكلي انتروتوكسيژنيك و ژن نوتركيب LTB حاوي ژن نوتركيب اين وكتور. گرديد

 از فاز نامحلول و LTBپس از بهينه سازي بيان و تخليص پروتئين نوتركيب . بوتولينوم به طور جداگانه بود
BoNT/A-Hcها بر روي ژل  از فاز محلول عصاره سلولي، محصولات آنSDS-PAGE بررسي گرديد  . 

بادي حاصل از هر دو نوع  تيتر آنتي. زايي شدند هاي حاصل، ايمني هاي آزمايشگاهي به وسيله پروتئين موش
  .ارزيابي و مورد مقايسه قرار گرفت SPSSافزار  در نرم t-Testبا استفاده از آزمون آماري پروتئين نوتركيب 

 پس از . با ستون نيكل تخليص شدند LTB و BoNT/A-Hcپروتئين هاي نوتركيب بيان شده  :ها يافته
 LTB و BoNT/A-Hcهاي آزمايشگاهي، تفاوت معناداري در تيتر آنتي بادي براي دو پروتئين  ايمني زايي موش
  .)P>01/0 (مشاهده گرديد

  مشاهده گرديد كهLTB و BoNT/A-Hc اختلاف كمي بين تيتر آنتي بادي براي دو پروتئين :گيرينتيجه 
و ايمني زايي ايجاد شده تقريباً يكسان، در فاصله زماني LTB  دليل خاصيت قوي ادجوانسيتيه مي تواند ب

  .محدود باشد
  

  .انتروتوكسين حساس به حرارت، توكسين بوتولينومنوروسنجش آنتي بادي، ايمني زايي، سلول هاي خاطره،  :هاي كليدي واژه
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LTB دالتون وزن دارد، به شكل پنتامري   كيلو8/11 كه
 LTB. باشد مي Aواحد  و غيركووالان در اتصال با زير

 ن را شكل داده و به گيرنده هاياتصالي توكسي قسمت

 يابد تليال روده اتصال مي هاي اپي  سلولGM1 سطحي
 ،با توجه به نقش مهم اين توكسين در بيماريزايي. )8-6(

 اين بخش به گزارش هاي مهمي مبني بر استفاده از
  .)2( عنوان واكسن وجود دارد

 كلستريديوم بوتولينومنوروتوكسيني كه از باكتري 
تواند از طريق سطوح مخاطي وارد  گردد، مي ترشح مي

گردش خون شده و به واسطه ي جلوگيري از آزاد شدن 
هاي عصبي، فلج عضلاني پيش  استيل كولين در پايانه

رونده را موجب شده كه در موارد حاد معمولاً منجر به 
 A نوروتوكسين بوتولينوم تايپ. )9( مرگ خواهد شد

(Botulinum neurotoxin A= BoNT/A) قويترين ،
هاي گياهي، جانوري،  توكسين در ميان تمام توكسين

ه ب BoNT/A. هاي شيميايي است باكتريايي و تركيب
صورت يك تك زنجيره پروتئيني با فعاليت پائين توليد 

 پروتئوليتيكي، به دو زنجيره شود و در صورت برش مي
  كيلو100( و زنجيره سنگين) دالتون  كيلو50(سبك 
نيمه انتهاي كربوكسيلي . شود فعال تبديل مي) دالتوني

شود، پذيرنده  ناميده مي Cزنجيره سنگين كه قطعه 
هاي نوروني را شناسايي كرده و به  سطحي روي سلول

دالتوني   كيلو50اين پروتئين . )9( يابد آن اتصال مي
واقع در انتهاي كربوكسيلي زنجيره سنگين توكسين 

هاي  كلستريديم بوتولينوم كه وظيفه اتصال به سلول
عصبي را به عهده دارد از قابليت بالايي در تحريك 

  .)10،11(باشد سيستم ايمني نيز برخوردار مي
 توانايي سيستم ايمني براي ،ه ايمونولوژيخاطر

ايجاد پاسخي با قدرت بيشتر به محض برخورد مجدد با 
همان عامل بيماريزا بوده و اساس واكسيناسيون را 

لوژي شامل ي ايمونو خاطره. )12-14( دهد تشكيل مي
اي است كه نسبت   گسترش يافتهT و B هاي لنفوسيت
هاي اوليه، ميزان تقسيم سلولي بيشتري داشته و  به سلول

هاي اوليه در اين  نيز تلومرهاي سلولي در مقايسه با سلول
شته است كه مشخص گ. )15( ها كوتاهتر هستند سلول

اي را  خاطره ايمونولوژي شش ماهه ،ETECتوكسوئيد 
به اين معني كه تنها شش ماه . )16( آورد به وجود مي

 اما توكسوئيد ؛نمايد فرد را از بيماري محافظت مي
و در  )17( كند اي دو ساله را ايجاد مي بوتولينوم خاطره

گيرد كه مصونيت نسبتاً  رديف آنتي ژن هايي قرار مي
به . دنكن طولاني تري را در سيستم ايمني فرد ايجاد مي

 بادي كه در برابر هر آنتي رسد ميزان تيتر آنتي نظر مي
تواند در تغييرات مدت  گردد، مي ژن ترشح مي

 .)18،19( ثيرگذار باشدأ تماندگاري خاطره مستقيماً
 با خاطره كوتاه ، يكيژن بنابراين احتمالاً اين دو آنتي

بادي متفاوتي  مدت و ديگري ميان مدت، تيترهاي آنتي
به همين دليل در اين مطالعه . دهند را از خود نشان مي

هاي مذكور،  پس از تهيه و خالص سازي آنتي ژن
بادي ترشح شده در  زريق به حيوان، ارزيابي تيتر آنتيت

ها با  ها و مقايسه كمي آن ژن برابر هر يك از اين آنتي
  .يكديگر مورد بررسي قرار گرفت

  
  :روش بررسي

  و ميزبانر اين مطالعه تجربي از دد
Escherichia Coli Bl21 DE3   تراريخت شده به وكتور

pET28aژن نوتركيبه يكي حاوي ك LTB  شريشياكليا 
 Hcانتروتوكسيژنيك و ديگري حاوي ژن نوتركيب 

استفاده شد د  بوA تايپ كلستريديوم بوتولينوموكسين ت
 هر دو نوع پوتئين نوتركيب برايسازي بيان  بهينه. )6،9(

) دما، زمان و غلظت ماده القاكننده(و در سه متغير 
 در LTBتوليد پروتئين نوتركيب . صورت پذيرفت

و با شرايط ) ليتر  ميلي500(مقياس بالاي آزمايشگاهي 
ت غلظ  باμg/ml20 =IPTG كانامايسين با غلظت(بهينه 
mM1 درجه سانتي37دماي ، 7/0  جذب نوري برابررد  

توليد پروتئين . انجام شد)  ساعت القاء6گراد و زمان 
ليتر و  يلي م500نيز در حجم BoNT/A-Hc نوتركيب 

 ، افزودن μg/ml20ت كانامايسين با غلظ(در شرايط بهينه 

IPTG غلظت با mM 1 دماي 7/0جذب نوري برابر ر د ،
ام انج)  ساعت القاء18گراد و زمان   درجه سانتي27
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 از فاز نامحلول LTBتخليص پروتئين نوتركيب . گرديد
عصاره خام سلول هاي بياني به كمك ستون 

 و با (Ni-NTA) كليي نكروماتوگرافي ميل تركيب
 مولار، 8اوره ( بافرهاي حاوي اوره pHاستفاده از شيب 
مولار و سديم دي هيدروژن   ميلي10تريس كلرايد 

اين در شرايطي . يدانجام گرد) مولار  ميلي50فسفات 
 از فاز BoNT/A-Hcبود كه تخليص پروتئين نوتركيب 

محلول عصاره خام سلول هاي بياني با كمك ستون 
كروماتوگرافي ميل تركيبي نيكل و با استفاده از شيب 

هاي ستون  خروجي. غلظتي ايميدازول صورت گرفت
.  مورد ارزيابي قرار گرفتندSDS-PAGEي  به وسيله

هاي نوتركيب به وسيله روش  ز پروتئينغلظت هر يك ا
 10زايي، يك گروه  جهت ايمني. برادفورد معين گرديد

ها در نظر  ژن براي هر يك از آنتيها تايي از موش 
 تايي نيز به عنوان 5گرفته شد و علاوه بر آن يك گروه 

ژن ادجوانت  هم حجم آنتي.  تعيين گرديدشاهدگروه 
 تزريق اول به صورت كامل فروند اضافه گرديد و براي

 موشي كه جهت 10هر يك از . دشجلدي استفاده  زير
 از µg 25در نظر گرفته شده بودند،  LTBزايي با  ايمني
.  را در تزريق نخست دريافت نمودندLTBژن  آنتي
، BoNT/A-Hcها با  زايي گروه دوم موش ايمني جهت

 ژن آنتي دوم به بعد يادآوردر بار  ،ها به هر يك از موش
در هر تزريق . جلدي تزريق گرديد به صورت زير

ژن تزريقي كاهش داده شد به  يادآور، ميزان آنتي
 µg 19 ، در تزريق سومµg 22طوري كه در تزريق دوم 

 ژن به صورت زير  از هر آنتيµg 15و در تزريق چهارم 
. جلدي به همراه ادجوانت ناقص فروند تزريق گرديد

وز و فاصله تزريقات بعدي  ر20فاصله تزريق اول و دوم 
  . روز در نظر گرفته شد14نسبت به هم 

 روز پس از آخرين تزريق خونگيري از 20
ها يك روز  نمونه. ها صورت گرفت گوشه چشم موش

نگهداري شده و )  درجه سانتيگراد4 دماي(در يخچال 
 درجه 4، دماي rpm5000دور (پس از سانتريفيوژ 

از . رم جداسازي گرديد س،) دقيقه30سانتيگراد و مدت 

بادي استفاده  الايزاي غير مستقيم براي تيتر كردن آنتي
.  بودµg 2ژن قرار گرفته در هر چاهك  ميزان آنتي. شد

ها  سرم تهيه و به چاهك از 1:12800 تا 1:100رقت هاي 
آنتي بادي ضد آنتي بادي موش (كانژوگه . افزوده شد

  به همه 1:15000با رقت ) كانژوگه با پراكسيداز

پس از توقف واكنش با اسيد . ها اضافه شد چاهك
 ELISA reader نانومتر در دستگاه 492سولفوريك، پليت در 

در نهايت اطلاعات . خوانده شد آمريكا، DYNEXشركت 
  وSPSSبدست آمده از تيتر آنتي بادي توسط نرم افزار 

 مورد ارزيابي )Pair( ، بصورت دوتاييt-Test روش با
  .رفتقرار گ

  
  :ها يافته

، بيان مناسب پروتئين SDS-PAGEنتيجه ژل 
 باند پروتئيني را در فاز نامحلول نشان داد LTBنوتركيب 

سازي بيان ژن، در مورد   پس از بهينه.)1 تصوير شماره(
 افزايش چشمگير بيان مشاهده گرديد BoNT/A-Hc ژن

 تصوير شماره(اد دو باند پروتئيني را در فاز محلول نشان 
 تخليص هر دو پروتئين نوتركيب با استفاده از ستون .)2

 )چين shinegene(كروماتوگرافي ميل تركيبي نيكل 
  .صورت گرفت

  
با استفاده از LTB تخليص پروتئين  :1 شماره تصوير

  .)Ni-NTA(ستون نيكل 
 كيلو دالتون قابل مشاهده است؛ 8/11باند پروتئيني با وزن 

 بترتيب پس  هاخروجي از ستوننمونه : 3و2،1هاي  ستون
نمونه خروجي از ستون : 4ستون؛ E وC،D از شستشو با بافر
ستون ؛ SM0431شانگر پروتئيني ن:5ستون ؛ قبل از شستشو

  .نمونه پروتئين قبل از عبور از ستون: 6

  كيلو دالتون8/11
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ا  بBONT/A-Hcتخليص پروتئين  :2 شماره تصوير

  .)Ni-NTA(استفاده از ستون نيكل 
 . كيلو دالتون قابل مشاهده مي باشد50 پروتئيني با وزن باند

  :3و2هاي  ستون؛ SM0431 نشانگر پروتئيني.:1ستون 
هاي  ستون؛ نمونه هاي خروجي از ستون قبل از شستشو

از ستون  BoNT/A-Hc خروجي پروتئين نوتركيب :6و4،5
  .EوC، Dبترتيب پس از شستشو با بافرهاي 

  

بادي متفاوتي را براي  آزمايش الايزا، تيتر آنتي
 نشان داد BoNT/A-Hc  وLTB دو پروتئين نوتركيب

 تا 1:100رقت هاي متفاوتي از ). 1 شماره نمودار(
تفاوت تيتر بطور كلي  از سرم تهيه شده بود كه 1:12800

 از آنتي 1:100 در رقت .بودآنتي بادي قابل مشاهده 
 رقت مشاهده شد، اما در 6/1برابر  ODبادي دو نمونه 

 و =002/0P value(هاي پائين تر تفاوت تيتر آنتي بادي 
001/0<P value( قابل تمايز بود.   

  

  
ها پس از  مقايسه تيتر آنتي بادي در موش :1شماره نمودار

 BoNT/A-Hc و  LTBب هاي نوتركي تزريق پروتئين
 پس از تزريق چهارم

  :بحث

هاي فراواني براي   ميلادي تلاش1940از دهه 
واكسن در برابر بيماري بوتولينوم صورت گرفته توليد 
در حال حاضر تنها يك واكسن پذيرفته شده . است

هاي  وجود دارد كه به صورت توكسوئيدي عليه تيپ
A-E20( هيه مي شوند ت(.  Byrne و همكاران نشان

دادند كه امكان زير همسانه سازي قطعات غير توكسيك 
گروه ها ن آ.  وجود داردE. Coli در BoNT/Aژن 
توكسيك نوتركيب، ايمن  ها را با قطعات غير موش

 inها را در شرايط موش و قابليت ايمني زايي نموده 

vivo ند كه فقط ه ا نشان داد وندكرده ا برون تني بررسي
 توكسين قادر FCدالتوني از ناحيه   كيلو50ه يك قطع

لذا  ؛ها را در برابر توكسين ايمن نمايد است كاملاً موش
 متمركز BoNT/A-Hcكار بيشتر محققين بر روي قطعه 

  .)17( گرديده است

مطالعات گسترده اي نيز روي انتروتوكسين هاي 
حساس به حرارت مانند توكسين كلرا و توكسين حساس 

 باكتري اشريشياكلي صورت گرفته II و Iبه حرارت نوع 
و مشخص شده كه اين قسمت از توكسين ها مي توانند 

برخلاف تشابه . منجر به افزايش پاسخ هاي ايمني شوند
 Bواحد   به زيرAواحد  ساختاري در اتصال زير

پنتامريك، يافته هاي اخير آشكار كرده كه عملكرد 
 هايواحد  به فعاليت آنزيمي زيرLT ادجواني توكسين

Aواحدهاي  ستگي ندارد و زير بB جدا شده ممكن 
است اثرات مختلفي روي سلول هاي سيستم ايمني انجام 

  .)6( دهد
توانند در  موارد متعددي وجود دارند كه مي

كيفيت پاسخ ايمني اكتسابي و به تبع آن خاطره 
هاي  سلول. ثيرگذار باشندأايمونولوژيك ايجاد شده ت

ماهيت آنتي ژن، منشاء ورود ، ژن كننده آنتي عرضه
باشند كه يقيناً در كيفيت  ژن به بدن، از عواملي مي آنتي

 و در بوجود آوردن پاسخ ها موثرند و كميت اين پاسخ
و سپس در ) بادي تيتر بالاي آنتي(ايمني اوليه مناسب 

 

  كيلو دالتون50
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اي طولاني مدت نقشي قابل توجه داشته  ايجاد خاطره
  .)20-23 ،1( باشند

ست كه ميزان در اين مطالعه سعي بر اين بوده ا
هاي موشي مورد مطالعه در شرايط  زايي در گروه ايمني

. متفاوت بررسي شود كاملاً يكسان و البته با دو آنتي ژن
ميزان دوز : جمله تمام عوامل بكار رفته در ايمني زايي از

ژن به بدن  ژن، راه ورودي آنتي تزريقي از هر آنتي
اني بين حيوان، نوع ادجووانت استفاده شده، فاصله زم

ها و شرايط نگهداري حيوان، مواردي بودند كه  تزريق
زايي مورد نظر قرار  جهت يكسان سازي شرايط ايمني

ايجاد شده  توان گفت، تفاوت به همين دليل مي. گرفتند
گروه  در هر) بادي ميزان تيتر آنتي(در پاسخ ايمني 

 و LTBهاي  ژن آنتي احتمالاً به خاطر ماهيت متفاوت
BoNT/A-Hc بادي اما مقايسه تيتر آنتي . )9 ،8( باشد

 LTBهاي نوتركيب  پروتئينتوليدي توسط هر كدام از 
از . ه استداد نشانيز تفاوتي معناداري  نBoNT/A-Hcو 

  خاصيت ادجوانيسيتي قوي داردLTB ژن آنجا كه آنتي
، ممكن است در كوتاه مدت اثر تحريكي بيشتري )24(
از طرف ديگر فاصله زماني . ر سيستم ايمني داشته باشدب

نسبتاً كوتاه و يكسان از زمان تهيه سرم و آزمايش الايزا، 
در ديگر . اين تفاوت تيتر آنتي بادي را منجر شده باشد

 كه با افزايش تيتر آنتي نشان داده شده استمطالعات 
 در بين IgG ي داراي خاطره Bهاي  بادي، سلول

 بر اين .)18،19( مي يابدد مطالعه افزايش جمعيت مور
اساس بالا رفتن تيتر آنتي بادي ايجاد شده در گروه هاي 

 را BoNT/A-Hc و LTB هاي تزريق شده با آنتي ژن
اد شده نسبت مي توان به افزايش خاطره ايمنولوژي ايج

  .داد
  

  :نتيجه گيري
سبت به  نLTBي افزايش تيترآنتي باد

BoNT/A-Hc  خاصيت ادجوانتيسيتي مي تواند ناشي از
ايمني زايي تقريباً يكسان در فاصله زماني  و LTBقوي 

 شدت ،محدود باشد كه در اين فاصله زماني محدود
 BoNT/A-Hc افزايش چشمگيري نسبت بهLTB  ايمني زايي

بادي ممكن است با طول عمر   تيتر آنتي. استداشته
سلول هاي خاطره اي هر كدام ارتباط داشته باشد كه نياز 

در مراحل بعدي با مطالعه خاطره . به بررسي بيشتري دارد
ايجاد شده از اين پروتئين ها مي توان اين ارتباط را به 

 .صورت واضح مشخص نمود

  
  : و قدردانيتشكر

ز آقاي دكتر محمود تولايي ابدينوسيله نويسندگان 
جهت در اختيار گذاشتن سوش حاوي ژن پروتئين نوتركيب 

BoNT/A-Hc نديماسپاسگذاري مي ن.  
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Background and aims: Among the bacterial agents, the most common cause of diarrheal 
disease is Entrotoxigenic Escherichia coli. Letal toxin B (LTB) subunit of LT toxin could induce 
six-month immunity. Clostridium botulinum causes botulism disease. BoNT/A-Hc toxin subunit 
could induce two years immunity against this disease. It seems that the immunogenicity potency 
of these two subunits may influence on the memory longevity. The aim of this study is the 
assessment of LTB and BoNT/A-Hc immunogenicity and investigation of their relations to 
immunological memory longevity. 
Methods: In this experimental study the transgenic E. coli BlDE3 with pET28a vector, 
containing recombinant LTB and BoNT/A-Hc genes separately were used for expression of 
recombinant proteins. LTB and BoNT/A-Hc expressed as insoluble and soluble forms 
respectively; and their purity were confirmed on SDS-PAGE gels. Finally, mice immunization 
were carried out and antibody titration of both recombinant proteins were evaluated and 
compared using t-Test in SPSS software. 
Results: After immunization the mice, a difference in antibody titer was observed between two 
proteins i.e. BoNT/A-Hc and LTB (P<0.01). 
Conclusion: There was a significant difference of antibody titration between LTB and BoNT/A-
Hc proteins. That can represent a strong adjuvanticity of LTB and almost the same 
immunogenicity in a limited time. 
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